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第1章　緒論

　糖尿病は紀元前1500年の頃よりその記載があり、現在では代表的な生活習慣

病として世界中で深刻な問題となっている。日本では急激なライフスタイルの変

化にともなって急増している疾患である。糖尿病は遺伝素因のほかに運動不足や

過食といったライフスタイルの変化のような環境因子が加わり発症する。正常人

では食物摂取により血糖が上昇し、膵β細胞は血糖上昇を認識しインスリン分泌

が促進される。インスリン作用により糖は各臓器にエネルギー源としてあるいは

貯蔵のために取り込まれ、血糖は正常域に回復する。しかし、過食によって血糖

を正常域に回復させるためのインスリン要求量が増加する結果、膵臓では膵β細

胞では疲弊、細胞死がおこり、インスリン分泌不全が引き起こされる。また過剰

分泌されたインスリンによって、肝臓、筋肉および脂肪などがインスリンに対し

て抵抗性を示し、各臓器での糖の取り込み能が低下する。インスリン分泌および

作用不全の結果、糖代謝が破綻する口，2，31。また持続的高血糖により、末梢神

経、眼、腎臓などに糖尿病性細小血管障害が現れる。

　栄養素は生体の形成、エネルギー源および恒常性維持に必須である。食物が消

化・吸収された後、栄養素は血中から各臓器へ運搬されエネルギー源として用い

られる他、肝や筋あるいは脂肪組織で貯蔵される。栄養素のひとつである炭水化
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物は生体のエネルギー源として不可欠である。食物より得られた炭水化物はまず

口腔内のアミラーゼで消化された後、小腸の二糖類水解酵素（α一グルコシダーゼ）

によって最終消化される。最終消化されて得られた単糖類は糖輸送担体を介して

血中へ取り込まれる［4］。この最終消化に関与する酵素群は小腸刷子縁膜に結合し

て存在することから、小腸での消化機構は膜消化と呼ばれる［5】。炭水化物はこの

膜消化によって単糖類にまで分解された後に吸収されることから、膜消化は血糖

に直接影響すると考えられる。近年糖：尿病患者における食後高血糖是正のために

二糖類水解酵素およびα一グルコシダーゼの阻害剤が汎用されている［6，7］が、糖

尿病における膜消化系の機構ついては未解決の問題が多い。そこで本論文第2章、

第3章では二糖類水解酵素のひとつとして知られるスクラーゼ、イソマルターゼ

［8，91についてとりあげ、糖尿病モデルラットを用いて、小腸機能のひとつであ

る最終消化の役割を演じるスクラーゼ、イソマルターゼ活性について検討した。

　腎臓は糖の再吸収能を有する臓器として重要である。糖尿病合併症のひとつで

ある糖尿病性腎症では、腎は肥大化し、糸球体過剰濾過が検出される。またアル

ブミン尿、腎の組織変化も認められ、腎機能の低下を引き起こす［10］。糖尿病性

腎症の原因のひとつが高血糖であり、正常な腎臓機能を保持するためには血糖の

コントロールが必須である。本論文第4章では新規に開発された糖再吸収阻害剤

を用いて、糖の再吸収を抑制し余剰の糖を尿中に排出することによって、薬剤が
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血糖や腎機能および組織変化におよぼす影響を検討した。

　本論文は上記に掲げた糖尿病における小腸と腎臓に関する研究についてまと

めたものである。小腸では糖尿病における糖の膜消化機構と形態との関連性につ

いての解明を、また腎臓に関しては糖の再吸収を抑制するという新しい考え方に

基づいた薬剤を用いて、血糖や糖尿病性腎症で認められる腎機能および形態変化

におよぼす影響を検討した。具体的な研究内容の概説は各章の「序論」に示した。
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第2章　2型糖尿病モデルのOLETFラットにおける小腸の糖質消化

について　一小腸二糖類水解酵素群のスクラーゼ、イソマルターゼの検討一

第2－1節　序論

　スクラーゼ、イソマルターゼは小腸の二糖類水解酵素として知られ、炭水化物

の消化に重要な役割を演じる。この酵素は複合体を形成（SI複合体）し、小腸刷子

縁膜に存在する［8，9］。インスリン欠乏モデルであるストレプトゾトシン（STZ）誘

発糖尿病ラットにおいて二糖類水解酵素活性の上昇が報告されている［11，12，13，

14，15］。しかしながら2型糖尿病での二糖類水解酵素発現について不明な点が多

い。

　Otsuka　Long－Evans　Tokushima　Fa町（OLETF）ラットは2型糖尿病モデルラットと

して大塚製薬徳島研究所で開発されたラットである［161。OLETF雄ラットは自然

発症的にインスリン抵抗性を有し高血糖となる［16］。そこで本章では2型糖尿病

の進行に伴った糖消化酵素の活性発現機構を明らかにするべく、OLETF雄ラッ

トのSIの活性および発現について検討した。
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第2－2節　材料および方法

1動物飼育

　4週齢のOLETF雄ラット（OLETF）と対照ラットであるLETO雄ラット（LETO）

を大塚製薬徳島研究所より提供を受けた。SPF施設で12時間の昼夜サイクル（昼

は9：00～21：00、夜は21：00～9：00）、温度24℃、湿度55％で飼育した。飼料は

CE－2（Crea　Japan，　Japan）を用い、水は水道水を用いて、それぞれ自由摂取させた。

2　血糖、インスリン、トリグリセリドの測定

　10、40および48週齢のOLETFにおいて19／kg体重の耐糖能試験を行った。

糖負荷後0、30、60および120分後に尾静脈より採血し血糖値を測定した（Blood

Glucose　Test，　Boehringer－Mannheim，　Germany）。10、20、40および48週齢のOLETF

およびLETOより非絶食下で尾静脈より血液を採取し、随時血糖値（Blood　Glucose

Test，　Boehringer－Mannheim，　Germとmy）およびトリグリセリド値（Triglyceride　G・Test

Wako，　Wako，　Japan）を測定した。各ラットを16時間絶食しベントバルビタール麻

酔後、心臓より採血し、遠心後血漿よりインスリン値を測定した（ELkTest　Insulin

II　BMY，　Boehringer－Mannheim，　Germany）。標準としてラットインスリン（Cosmo　Bio，

Japan）を用いた。
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3スクラーゼ、イソマルターゼ活性測定

　各ラットを16時間絶食し、ベントバルビタール麻酔後小腸を幽門より2cmの

ところがら5cm摘出し、長さを三等分にした。このうち中央部を生理食塩水で

すすいだ後、粘膜層を剥離した。この粘膜層を100mMリン酸カリウム緩衝液（pH

6．8）でホモジナイズし、3000xgで遠心後上清を粗酵素液として用いた。スクラ

ーゼ、イソマルターゼの活性は25mMスクロース、イソマルトースを基質とし

て、Dahlqvistの方法r17］にしたがって測定を行った。タンパク量の検定はBradford

の方法［18］にしたがって行った。活性値は粗酵素液中タンパク1mg、1分あたり

の基質分解量（mol）で表した。

4　イムノブロッティング

　活性の測定に用いた粗酵素タンパク10μgをLaemmliの方法［19］にしたがって

SDS一ポリアクリルアミドゲル電気泳動し、ポリビニリデンジフルオライド

（PVDF）膜に転写した。転写した膜を調製した抗スクラーゼ、イソマルターゼ抗

血清［15］で処理し、西洋わさびペルオキシダーゼの結合した二次抗体（Cosmo　Bio，

Japan）で処理した後、ペルオキシダーゼ検出キット（Wako　Pure　Chemical　Industries，

Japan）で検出した。バンドの濃淡はデンシトメーターにて定量化した。

5　ノーザンプロツテイング

6
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　粘膜層からグアニジンイソチオシアネート法［20］によりトータルRNAを調製

した。トータルRNA　20μgを7％ホルムアルデヒド含有1％アガロースゲルで

電気泳動し、ナイロン膜（Hybond－N，　Ph㎜acia　Biotech，　Switzerland）に転写した。ジ

ゴギシゲニン（DIG）でラベルしたスクラーゼーイソマルターゼ［21】をコードする

cRNAをプローブ（10　ng／血1）として、ハイブリダイズを行った。コントロールハイ

ブリダイゼーションとしてDIGラベルのB－ActinのcRNA（Boehringer－Manheim，

Ge㎜any）を用いた。アルカリホスファターゼの結合したDIG抗体で処理し、蛍

光発色させた。バンドの濃淡はデンシトメーターにて定量化した。

6統計処理

　統計的評価は2Way　ANOVAを用いた。多変数解析はDuncanの多変数解析テス

トを用いた。データはmean±SEMを用い、　P＜0．05をもって統計的有意差とした。
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第2－3節　結果

1体重、血糖、血中インスリンおよび血中トリグリセリド（Table　2－1）

　体重は10、20および40週齢OLETFにおいて対照ラットである同素齢のLETO

に比し有意に高値を示した。しかし、48週齢OLETFにおいては体重が523±149

となり、40週齢OLETF（730±14　g）に比して有意な減少を示した。

　随時血糖値は20週齢までのOLETFにおいて同週齢のLETOに比して有意では

ないが高値の傾向を示した。40週齢になるとOLETFの血糖値は同法齢のLETO

に比して有意に高値を示し、さらに48週齢OLETFでは血糖値が44．6±6．4　mM

まで上昇し、40週齢OLETF（17．2±4．8　mM）に比して著明な高血糖を呈した。

　絶食時の血中インスリン値は20週齢のOLETFで同潮齢のLETOに比して有意

に高値を示しインスリンの基礎分泌の充進が認められた。しかし10、40および

48週齢OLETFのインスリン値は同週齢のLETOと有意な差を認めなかった。

　また血中トリグリセリド値は40および48週齢のOLETFにおいて同耳翼の

LETOに比し有意に高値を示した。

2経回ブドウ糖負荷試験：（Fig．2－1）

　OLETFに対して経ログルコース負荷試験を行った。40および48週齢のグルコ

ース負荷前血糖値は10週齢に対して有意に高値を示した。また40週齢において

グルコース負荷後、血糖値が10週齢に対して有意に上昇した。しかしながらグ

　　　　　　　　　　　　　　　　　8



ルコース負荷後120分では糖負荷前血糖値にまで回復した。これに対し、48週

齢ではグルコース負荷後に上昇した血糖が120分後でも糖負荷前血糖値に回復

しなかった。

3スクラーゼ、イソマルターゼの比活性（Fig．2－2）

　次にOLETFの糖尿病の進行に伴う小腸刷子縁のスクラ一心およびイソマルタ

ーゼの一定タンパク量あたりの比活性を検討した。10週齢OLETFのスクラーゼ

およびイソマルターゼ活性は同週齢のLETOラットとほぼ同活性を示した。また

40週齢まではOLETF－LETO問および週齢間に両活性とも差を認めなかった。し

かしながら、48週齢ではOLETFは同週齢LETOおよび40週齢以下のOLETFに

比しスクラーゼおよびイソマルターゼ活性が有意に上昇し、活性値は約2倍とな

った。

4スクラーゼ・イソマルターゼタンパクおよびmRNA発現（Fig．2－3，2－4）

　SI複合体のスクラーゼ、イソマルターゼ各サブユニットの発現について、活性

測定に用いた粗品素論をSDS．PAGE後SI複合体抗血清を用いてイムノブロット

を行った。に示すように、48週齢OLETFではスクラーゼ（分子量120　kDa）、イ

ソマルターゼ（分子量140kDa）［8，9］の発現が同週齢のLETOに比して、また40

週齢以下のOLETFに比して、有意に元進していることが明らかとなった。さら

にSI複合体をコードするmRNA（6．O　kb）レベルをノーザンプロットで検討した

　　　　　　　　　　　　　　　　　9
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ところ、タンパク発現の結果と同様に、48週齢OLETFで同週齢のLETOに比し

て、また40週齢以下のOLBTFに比して、有意にSI　mRNAが高発現した。

10



』
8
口
．
一
≧
国
の
刑
Qつ

蒼
@
⑪
口
日

豊
§
・
・
a
器
量
『
d
官
。
§
の
ξ
・
§
・
O
℃

．
。
・
。
面
・
。
瓢
ぞ
口
。
α
の
㊤
』
旨
。
。
。
§
邸
・
暮
三
号
冨
婁
い
。
。
℃
v
勢
．
（
い
・
ε

竃
．
℃
書
遷
・
妻
・
霊
・
顕
官
ξ
壽
・
・
帽
茗
・
老
者
…
量
薄

額
O
O
。
旧
制
ひ
℃
。
N

乙
O
．
O
刊
の
笛
．
の

．
ひ
N
．
O
料
N
ゆ
．
一

〇へ

｡
．
O
今
回
。
一

頴
．
O
刑
ひ
笛
．
一

ト
O
．
O
幽
い
N
．
一

＝
．
O
刊
ま
．
O

QO
m
．
O
．
嗣
ひ
い
．
O

ゆ
い
判
．
い
。
。

旧
刊
。
収
γ

静
◎
o
寸
制
ト
い
N

．
論
判
笛
＝

一
N
よ
＝

ひ
。
ら
刊
り
ひ

N
い
刊
一
9

◎
〇
一
料
．
ひ
〇
一

斎
寸
．
り
刊
O
．
寸
寸

静
◎
○
．
寸
料
N
．
こ

寸．

m
料
O
．
三

ひ．

齊
O
ひ
．
◎
◎

い・?
．
ひ
・
。
。

σへ。

m
刑
。
ら
．
◎
〇

一一

鼕
ｧ
焔
．
卜

◎○．

n
覗
卜
．
ゆ

Σ
．
制
旧
い

菅
寸
一
刊
O
σ
う
ト

．
甚
N
。
う
料
σ
う
O
り

蔚
一
一
制
ひ
σ
う
σ
う

富
制
∞
．
嗣

卜
N
刊
O
◎
◎
寸

の
刊
い
笛
寸

℃
一
、
ゴ
三

図
8
韓
◎
o
寸

謂
8
津
O
寸

貴
き
N
一

図
8
津
9

　
　
　
隣
三
国
日
O

図
8
≧
Q
O
寸

図
8
≧
O
寸

）
【
8
≧
8

着
。
シ
9

　
　
　
　
0
↑
国
日

11

（
芝
日
）
の
薯
8
督
b
o
ヨ
邸
ヨ
沼
一
島

（
芝
山
）
毒
霧
自
ヨ
舅
曇
日

（
月
日
）
。
の
8
三
b
。
帽
ヨ
。
。
¢
ζ

（
b
。
）
三
b
。
順
窪
台
o
q
亀

。
b
。
薯
屈
あ

．
鴛
さ
臼
田
鷺
君
田
。
・
三
・
〉
。
薯
§
眺
【
・
。
三
麗
ヨ
・
・
肩
．
。
・
8
晟
§
の
畳
・
．
葛
刷
。
3
台
。
ρ
q
図
，
N
・
剛
ρ
謡

　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
　
．
　
．
．
「
ト
．
．
、
一
囁
、
．
「
．
i
．
．
り
．
・
、
．
㎏
、
㌔
．
．
．
、
ヒ
．
山
。
竃
茅
内
・
鴫
霊
彰
要
蓋
量
三

、
研
．
ド



I
!
l
･

i

/

l
l

i

i
i
i

i
;

i
/

I
i

PG(mM)
i
l
l

1

60

40

.20

o

*#

*#

t#

*

*

*#

#

±

I
l

o     60

Time (min)

120
l

;
t

I
l
1

1
/

I

i

l
･

l

/
1I
I
-

l
i

Fig･ 2-1 Glucose tolerance test in OLETF rats at diflierent ages. Rats at 10 (O), 40 (A),

Or 48 (D) weeks of age, which had been fasted for 16 h, were given glucose (1 glkg body

Weight) orally, and the plasma glucose level was followed after the administration of

glucose. Data are presented as mean of four rats (± SEM). "P < O.05 compared with 10-

Week-old rats at the corresponding time point. #P < O.05 compared with the

corresponding preOGTT value.
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Fig. 2-3 Western blot analysis of the SI complex in OIJi'IF and IETO rats at different

ages. The expression levels of the sucrase and isomaltase subunits of the SI complex were

examined by immunoblotting using an antiserum against rat SI complex as described in

Section 2-2. (A) Representative immunoblot showing the sucrase and isomaltase subunks

in OIETF and IETO rats at different ages. (B) Immunoblots of the sucrase and isomaltase

subunits are quantified by scanning densitometry. Data (n=5, ± SEM) are presented as

relative values (fold of the level of 10-week-old LETO rats). *P < O.05 cornpared with 10-

week-old rats in each strain. #P < O.05 cornpared with IETO rats at the corresponding

age.
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Fig. 2-4 Expression level of mRNA for the SI complex in OIMF and LETO rats at

different ages. Nonhern blotting was done as described in Section 2-2. (A) Representative

Nonhern blots showing mRNA for the SI complex. (B) Nonhern blots are quantified by

scanning densitometry. Data (n=5, ± SE]VD are normalized with B-actin mRNA level and

are presented as relaive values (fold of the level of 10-week-old LETO rats).*P < O.05

compared with 10-woek-old rats in each strain. #P < O.05 compared with IETO rats at the

corresponding age.
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第2－4節　考察

　糖尿病状態において小腸粘膜の過形成および消化吸収元進などの形態学的お

よび機能的な変化が報告されている［22，23，24］。特にSIはSTZ誘発糖尿病ラッ

トで発現の元進が報告されている［15］。正常ラットにブドウ糖を注入したとき、

血糖上昇に対応して小腸のスクラ心事活性の誘導が認められたことから、糖尿病

状態でのSIの発現元進は高血糖であるものと推察されていた［25］。しかしながら、

本章より得られたデータでは、インスリン抵抗性を示し2型糖尿病モデルの

OLETFラットは若齢から高血糖を示すにも関わらず、　S　I活性は40週齢まで対照

のLETOラットと同レベルであった（Table　2二1，　Fig．2－2，2－3）。さらにTakenoshita

らは腎からのグルコース再吸収阻害剤であるフロリジンをSTZ誘発糖尿病ラッ

トに注射し血糖を正常化したにもかかわらずスクラーゼ活性は充冷したことを

報告した［15］。これらのことから高血糖自体がSIの発現の元進には直接関与しな

いと考えられる。

　本章では、48週齢OLETFで同勢齢のLETOに比してまた40週齢以下のOLETF

に比して、SIが有意に高活性および高発現したことを明らかにした（Fig．2－2，2－3，

2－4）。48週齢OLETFでは40週齢以下のOLETFに比して、随時血糖の著しい上

昇が認められ、さらに40週齢OLETFに比して体重減少が認められた（Table　l）。

またこの48週齢OLETFにおいて、40週齢OLETFに比してインスリンの基礎分
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泌に差を認めなかった（Table　l）が、糖負荷後に上昇した血糖が120分後でも回復

を認めなかった（Fig．2－1）。これらの結果から48週齢oLETFでは血糖低下に対す

るインスリンの分泌量の著明な低下が示唆され、このインスリン分泌低下によっ

て48週齢OLETFにおいてSI活性および発現の元進が認められたと考えられる。

Takenoshitaらはインスリン欠乏であるSTZ誘導糖尿病ラットをインスリン治療

することでSIの発現が抑制されると報告した［15］。このことからインスリンがSI

遺伝子発現を制御する因子のひとつであることが示唆された。

　2型糖尿病においてインスリン作用不全によるグルコース代謝異常が様々な組

織で認められている［1】。OLETFにおいてもグルコース代謝異常に関していくつ

かの研究が行われている。16週齢OLETFで肝の糖代謝関連酵素の発現に異常が

報告され、また30週齢OLETFで骨格筋においてインスリン感受性糖輸送担体で

あるGLUT4の発現が低下していることも報告されている［26，27］。OLETFは肝や

筋では比較的若齢で異常を示すが、SIの活性発現異常は肝や筋での異常より遅れ

た週齢で認められた。OLETFでは肝や筋での糖代謝異常により糖代謝の不全が

悪化し、一方で膵β細胞が疲弊することによってインスリン分泌の低下を招いた

結果、SI活性の元進が起こると考えられる。このことから、インスリンが分泌能

の低下した2型糖尿病患者においてSI活性の元進が引き起こされる可能性が示

唆された。
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第3章　糖尿病ラットの小腸における形態学的変化とスクラーゼ・イ

ソマルターゼの発現異常

第3－1節　序論

　第2章において、Otsuka　Long－Evans　Tokushima　FaUy（OLETF）ラットのスクラー

ゼ・イソマルターゼ（SI）の一定タンパク量あたりの比活性は若齢では対照の

Long－Evans　Tokushima　Otsuka（LETO）ラットに比して差を認めなかったが、インス

リンの高度な欠乏状態では対照に比して有意に高活性となることを明らかにし

た。また糖尿病モデル動物の実験において小腸絨毛の過形成が報告されている

［28，29，30，31］。しかしながら、糖尿病における小腸の形態学的変化と消化酵素

であるSIの活性および発現との関連については未解決な問題が多い。

　最近、小腸を含め腸の増殖および分化に転写因子Cdx　1およびCdx2が関与す

ることが報告されてきた［32，33，34】。Cdx　1は小腸上皮の発生や再生に関与し［33］、

Cdx2は分化やSIの発現に関与すること［32，34］が報告されている。このことから、

糖尿病においてこれら転写因子の発現が小腸の形態学的変化やSIの発現に影響

している可能性が考えられる。

　そこで本章では糖尿病における小腸の形態変化を検討するとともにSI発現と

の関係の解明を目的とした。3種類の糖尿病モデルラット、すなわちインスリン

18



欠乏糖尿病モデルのSTZラット、2型糖尿病モデルのOLETFラット［16］および

Goto－Kakizaki（GK）ラット［35］を用いて、糖尿病における小腸の形態学的変化、　S　I

の活性および発現、さらに組織化学的にSIの発現について検討を行った。また

これら糖尿病モデルおいて小腸に関連する転写因子Cdx　1およびCdx2のmRNA

発現もあわせて検討した。
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第3－2節　材料および方法

1糖尿病モデル動物と動物飼育

　ストレプトゾトシン誘発糖尿病ラット（STZラット）は、清水実験動物で購入し

た7週齢Wistar雄ラットに体重lkgあたり50　mgのSTZを含む50　niMクエン酸

ナトリウム（pH　4．5）溶解液100叫を腹腔内投与し2週間飼育したものを用いた・

対照ラットは50rhMクエン酸ナトリウム（pH　45）100μ1のみを腹腔内投与したも

のを用いた。OLETFおよび対照のLETOの雄ラットは大塚製薬徳島研究所より提

供を受けた。各ラットとも10および30週齢まで飼育した。GKおよび対照の

Wistar雄ラットは日本クレアより購入し、各ラットとも10および20週齢まで飼

育した。

　それぞれのラットは25℃、12時間の昼夜サイクル（昼8：00～20：00、夜20：00～

8：00）で飼育した。飼料はCE－2（Crea　Japan，　Japan）を、水は水道水をそれぞれのラ

ットに自由摂食水させた。

2　血糖、インスリンおよびヘモグロビンA1。の測定

　ラットをベントバルビタールで麻酔後開腹し、心臓より採血を行った。血糖値

は酵素法で測定した（Glucose－B　Test　Wako，　Wako　Pure　Chemical　Indusせies，　Japan）。

血中インスリン値はラジオイムノアッセイ法で測定した。ヘモグロビンAl。

（HbA1、）値はアフィニティークロマトグラフィー法で測定した（Glyc－Af［in．　Ghb，

　　　　　　　　　　　　　　　　　20



Seikagaku　Kogyo，　Japan）。

3　小腸の摘出と組織切片の作製

　小腸は幽門より2cmのところがら5cm摘出した。摘出した小腸を2等分した。

幽門に近い方は氷冷したリン酸緩衝液（PBS）ですすいだ後液体窒素により瞬間凍

結させ、酵素活性測定、イムノブロットおよびノーザンプロットを行うまで一80

℃で保存した。もう一方は10％ホルマリンで固定後パラフィンに包埋し、3Fm

の切片を作製した。その切片をヘマトキシリン、エオシン（HB）染色を行い、各切

片について絨毛長を10箇所測定した。また切片については以下に示すSIの免疫

染色も行った。

4腸粘膜タンパク量とスクラーゼ、イソマルターゼの比活性および総活性測定

　幽門に近い方から1cm長の小腸より粘膜を剥離し、　l　mlの10　mMリン酸カリ

ウム緩衝液（pH6．8）中でホモジナイズし、3000xgで遠心後上清を粗酵素液として

用いた。腸粘膜タンパク量はその粗酵素液をLowry法［36］に従い測定し、単位は

lcmあたりのタンパクmg量として示した。

　スクラーゼ、イソマルターゼの活性は25mMスクロース、イソマルトースを

基質として、Dahlqvistの方法［17］にしたがって測定を行った。比活性値は粗酵素

液中タンパクlmg、1分あたりの基質分解量（mol）で、総活性値は小腸lcm、1

分あたりの基質分解量（mol）で表した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　21



5イムノブロッティング

　活性の測定に用いた粗酵素タンパク10μ9をLaemmliの方法［19］にしたがって

SDS．ポリアクリルアミドゲル電気泳動し、ポリビニリデンジフルオライド

（PVDF）膜に転写した。転写した膜を調製した抗スクラーゼ・イソマルターゼ抗

血清で処理し、アルカリホスファターゼの結合した二次抗体（Cosmo　Bio，　Japan）

で処理した。4－nitro　t磁azolium　chloride　15－bromo．4－chloro．3．indolyl－phosphate　4．

toluidine　s田tを用いて検出した。バンドの濃淡はデンシトメーターにて定量化し

た。

6　免疫組織化学

　先に示したようにパラフィンで包埋した空腸の切片をイムノブロットで用い

たSI抗体で処理した後、ビオチン化二次抗体で処理、西洋わさびペルオキシダ

ーゼの結合したアビジンで処理した［371。3，3’一Diaminobenzidine　Tetrahydrochloride

で発色させた。発現の分布およびシグナル強度はデンシトメーターにて定量化し

た。

7　ノーザンプロッティング

　各ラットの腸からトータルRNAをguanidinium　thiocyanate　cesium　chloride法［38，

39］により抽出した。各20μgのトータルRNAをglyoxal－dimethyl　sulfoxideで変性
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し、1％アガロースゲルで電気泳動後、20xSSC（3　M　NaCl、300　mM厩一sodium

citrate）下でナイロン膜（Hybond　N，　Amarsham－Pharmacia　Biotech，　Sweden）に転写し

た。32PでラベルしたSI（625　bp；1810－2434［21］）cDNAをキットを用いて合成し

（Nick　Translation　Kit，　Amarsham－Pharmacia　Biot㏄h，　Sweden）これをプローブとして

用いた。106count／分の量のプローブを含むハイブリダイゼーション緩衝液（50％

formamide、5xSSC、10％de琴tran　sulfate　sodium　s　alt、0．25％SDS、20　mM　sodium

phosphate（pH　7．0）・2xDenhardt’s　reagent［401・100μ9／血salmon　spe㎜DNA）で42℃・

一晩、膜をハイブリダイズした。コントロールのハイブリダイズとしてB－Actin

のcDNA（287　bp；862－l148［41］）を用いた・膜を0．l　x　SSC、0．1％SDS室温および

50℃で余分なプローブを洗い流した。膜をX線フィルムで検出し、バンドの濃

淡はデンシトメーターにて定量化した。

8　RT．PCR解析

　各ラットより調製した腸トータルRNA　5μ9からキット（Ready－To－Go　T－primed

First．Strand　Kit，　Amarsham－Pharmacia　Biotech，　Sweden）を用いてcDNAを作製した。

以下に示すPCRプライマーを用い・距g　DNAポリメラーゼ（Stratagene，　USA）を用

いて反応させた。（Cdxl；sense　primer　5’一AAGACTCGGACCAAGGACAAGTA．3，、

antisense　primer　5’一AACTGTGTGGGAGGCATGGGCTGC－3’（1－252）［42］・Cdx2；

sense　primer　5’一CGCGAGGACTGGAATGGCTA－3’・antisense　primer　5’一CCGGATG
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GTGAGGGTGATGA－3’（139－295）［43］、　B－actin；sense　primer　5’一ATCCGTAAAGAC

CTCTATGC－3’、　antisense　primer　5’一AACGCAGCTCAGTAACAGTC－3’（862－1148）

［41］）反応条件は初期変性94℃3分の後、94℃30秒、62℃30秒、72℃30秒

を37サイクル後、72℃7分で伸長させた。PCR産物を1．5％アガロースで電気

泳動後DNAをエチジウムブロマイドで染色、バンドの濃淡はデンシトメーター

にて定量化した。

9統計処理

　統計的評価はStudenで’テストを用いた。データはmean±SEMを用い、　P＜0．05

をもって統計的有意差とした。
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第3－3節結果

1体重、血糖、血中インスリンおよびHbAl。（Table　3－1）

　STZラットの体重は対照ラットに比して有意に減少した。またGKラットの体

重は対照ラットに比して各週齢で有意に低値を示した。一方OLETFラットの体

重は対照ラットに比し各週齢で有意に高値を示し肥満を呈した。

　血糖値は各糖尿病ラットでそれぞれ各週齢とも対照に比して有意に高値を示

した。

　血中インスリン値はSTZラットでは対照ラットに比し著しく時値を示した。

またGKラットでもインスリン値は対照ラットに比して各週齢とも有意に低値

を示し、インスリン欠乏が認められた。一方OLETFラットのインスリン値は対

照ラットに比して有意に高値を示し、高インスリン血症を呈した。

　HbAl。は高血糖を反映してSTZラット、10および20週齢のGKラット、30週

齢のOLETFラットにおいてそれぞれ同週齢の対照ラットに比し有意に高値を示

した。

2小腸の組織像と粘膜タンパク含有量（Fig．3－1，Table　3－2）

　小腸の垂直切片のHE染色像により小腸絨毛長を測定したところ、それぞれの

糖尿病ラット各週齢で対照ラットに比し有意な伸長化を認めた。また小腸1cm

あたりの粘膜タンパク含有量もそれぞれの糖尿病ラット各週齢で対照ラットに
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比して有意に高値を示した。

3スクラーゼ、イソマルターゼのタンパクあたりの比活性および小腸1cmあた

りの総活性（Fig．3－2）

　スクラーゼおよびイソマルターゼの1mgタンパクあたりの比活性はSTZラッ

トでは対照ラットに比し有意に高値を示した。しかし、GKラットおよびOLETF

ラットにおいては対照ラットとは比活性に差を認めなかった。しかしながら、小

腸lcmあたりの総活性は粘膜タンパク量を反映して、それぞれの糖尿病ラット

各週齢で対照ラットに比し有意に高値を示した。

4　SIのタンパクおよびmRNA発現（Fig．3－3）

　SIのタンパクおよびmRNA発現については比活性と同様、　STZラットでは対

照ラットに比して高発現を示したが、GKラットおよびOLETFラットにおいて

は対照ラットに比してSI発現に差を認めなかった。

5SI抗体での免疫染色（Fig．3－4）

　SI抗体を用いた小腸切片の免疫染色を行い、それぞれのラットの各週齢にお

けるSIタンパク発現の分布および絨毛部におけるSIタンパク発現シグナル強度

をデンシトメーターにて定量化した。STZラットでは対照ラットに比して分布範

囲は1．6±0。2倍（P＜0．Ol）広く、また発現シグナル強度2．0±0，2倍（P＜0．01）のレ
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ベルであった。OLETFラットおよびGKラットでは各週齢とも発現シグナル強

度は対照ラットと同程度（各ラット、各週齢とも1．0±0．1倍、ND）であったが、

分布はOLETFラットでは対照ラットに比し10週齢では1．4±0．2倍（P＜0．05）、

30週齢では1．5±0．2倍（P＜0．05）、GKラットでは対照ラットに比して10週齢

では1．4±0．2倍（P＜0．05）、20週齢では1．5±0．2倍（P＜0．05）と広範囲であった。

6cdx1およびcdx2の発現（Fig．3－5）

　RT－PCR法によって、転写因子Cdx1およびCdx2の発現量を検討した。　STZラ

ットでは対照ラットに比しCdx1およびCdx2は有意に高発現であった。また

OLBTFラットおよびGKラットにおいても対照ラットに比してCdx1および

Cdx2は有意に高発現であった。
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Table 3- 1 Body weight (BW), plasma glucose (PG), insulin and HbA,, levels

Strain Age BW (g) PG (mM) Insulin (pM) HbAic (%)

STZ

Wistar

GK 10week
Wistar 10week

GK 20week
Wistar 20week

OLETF 10week

LETO 10week

OLETF 30 week

LETO 30week

204 ± 8*

266±7

246 ± 4*

270±4

336 ± 8*

440 ± 9

361 ± 4*

297±6

445 ± 5*

414±7

27.8 ± O.3*

5.0 ± O.1

11.0 ± 1.2*

6.1 ± O.5

14.4 ± O.5*

5.4 ± O.6

12.2 ± O.7*

5.0 ± O.2

17.9 ± 42*

6.7 ± O.8

O.8 ± O.4*

206 ± 88

 89 ± 11#

192 ± 18

 49 ± 9*

364 ± 70

1274 ± 183*

401 ± 154

2209 ± 184*

371 ± 133

9.8 ± 1.4*

5.6 ± O.1

92 ± O.3*

4.9 ± O.2

9.5 ± O.4*

5.9 ± O.3

6.9 ± O.6

6.3 ± O.2

132 ± O.3*

6.6 ± 1.0

Data are expressed as means ± SEM Each group of n=5. "P<O.Ol, #P<O.05 vs age

matched control rats.
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Table 3 - 2 Vilti length and mucosal protein content

Strain Age ViM length (pm) Mucosal protein (mg / cm intestine)

STZ

Wistar

329 ± 9*

280 ± 7

4.7 ± O.1*

2.3 ± O.1

GK
Wistar

GK
Wistar

10 week

10 week

20 week

20 week

321 ± 7#

302±8

353 ± 7*

324±5

3.0 ± O. 1#

2.4 ± O. 1

4.3 ± O. 1*

3.6 ± O.1

OLE'IF

LETO

OLETF

LETO

10 week

10 week

30 week

30 week

361 ± 7*

339 ± 5

414 ± 9*

382 ± 7

32 ± O.1*

2.6 ± O. 1

4.8 ± O. 1*

4.1±O.1

Data are expressed as

matched control rats.

means ± SEM Each group of n=5. *P<O.Ol, #P<O.05 vs age
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Fig. 3-1 Mbrphology of small intesime. Srz rat and control Wistar rat are shown in (A)

and (B), respectively. orErlF rat and control LETO rat are in (C) and (D) at 10-woek-old,

and (E) and (F) at 30-week-old, respectively. GK rat and control Wistar rat are in (G) and

(H) at 10-week-old, and (I) and (J) at 20-week-old, respectively. Original magnification x

40. Bar: 2oo pm.
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Fig. 3-2 Specific activities (A) and total activities (B) of sucrase and isomaltase in the

small intestine. The specific and total activities of sucrase and isomaltase in STZ, OLETF,

GK (solid bars) and each control group of rats (open bars) rats at different ages are

determined as described in section 3-2. Data are presented as mean ± SEM (n=5). W;

Wistar rats, S; STZ rats, G; GK rats, L; LETO rats, O; OLETF rats. *P < O.Ol, #P<O.05,

compared with with age-matched control rats in each strain.
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Fig. 3-3 Expression of SI complex protein (A) and mRNA(B). (A) Expression levels of

the sucrase and isomaltase subunits. Immunoblots of the sucrase and isomaltase subunits

are quantified by scanning densitometry. Relative intensity of isomaltase subunit

expression was calculated and the expression in age-matched each control rats was

normalized as 1. (B) Expression level of mRNA for the SI complex. Nonhern blots are

quantified by scanning densitometry. Relative intensity of SI mRNA expression was

calculated against each beta-acim mRNAexpression, and the expression in age-matched

each control rats was normalized as 1. Data (n=5, ± SEM) are presented as relative values

(-fold of the level of respective age-matehed control rats). W; Wistar rats, S; Srz rats, G;

GK rats, L; LETO rats, O OIETF rats. 'P < O.Ol, #P < O.05 compared with with age-

matched control rats in each strain.
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Fig. 3-4 IMmunohistochemistry with SI in the smal1 intestine. STZ rat and contro1 Wistar

rat are shown in (A) and (B), respectively. OIJiTF rat and control LETO rat are in (C) and

(D) at 10-week-old, and (E) and (F) at 30-week-old, respectively. GK rat and control

Wistar rat are in (G) and (H) at 10-week-old, and (I) and (J) at 20-week-old, respectively.

Original magnification x 40. Bar: 2oo pm.
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Fig. 3-5 Quantitative RT-PCR analysis of Cdx 1 and 2 in small intesimal mRNA.
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1. Data (n=5, ± SEM) are presented as relative values (fold of the level of age-matehed

each control rats). W; Wistar rats, S; STZ rats, G; GK rats, L; LETO rats, O; OLETF rats.

*P < O.Ol, #P < O.05 compared with with age-matched control rats in each strain.
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第3－4節　考察

　糖尿病における小腸の形態学的変化を明らかにするため、インスリン欠乏モデ

ルであるSTZラット、2型糖尿病モデルであるOLETFラットおよびGKラット

を用いて、各ラット小腸粘膜タンパク量を測定し、また小腸切片をHE染色し小

腸絨毛長を測定した。その結果小腸粘膜のタンパク含有量が各糖尿病ラットで対

照に比して高値を示し、また小腸絨毛は各糖尿病ラットで対照に比して伸長化し

た（Fig．3－1，Table　3－2）。この結果からインスリン欠乏の糖尿病、2型糖尿病どちら

においても小腸の過形成が認められ、糖尿病において小腸内表面積が増加するこ

とが示唆された。

　次に各糖尿病ラットにおけるSI活性および発現について検討した。　STZラッ

トでは1mgタンパクあたりのSIの比活性が元進し、またSIタンパクおよび

mRNAも高発現を認めた（Fig．3－2，3－3）。しかしながらOLETFラットおよびGK

ラットではSIの比活性は対照ラットに比して差を認めず、またSIタンパクおよ

びmRNAの発現も対照ラットと同レベルであった（Fig．3－2，3－3）。本章で10およ

び30週齢で行ったOLETFラットのSI比活性と発現の実験結果は、第2章の40

週齢までの結果と一致していた。GKラットにおいてもOLETFラットと同様SI

比活性の元進は認められなかった。しかしながら、各糖尿病ラットにおいて小腸

内表面積の増加が認められた（Fig．3－1，Table　3－2）ことから、小腸全体でのSI発現
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を検討することが必要である。そこで次に小腸絨毛におけるSIの免疫染色を行

った。その結果、STZラットではSI発現シグナル強度が対照に比して約2倍程

度となり、また発現分布も広範囲となった。一方OLETFラットおよびGKラッ

トで各週齢とも発現シグナル強度は対照ラットと同程度であったが、発現分布は

広範囲であった（Fig．3－4）。さらに各糖尿病ラットにおけるスクラーゼ、イソマル

ターゼの小腸lcmあたりの総活性も対照に比して有意に高値を示した（Fig．3－2）。

この結果から糖尿病ラットにおいてSIの発現表面積が拡大することによって、

小腸全体におけるSIの総活性が充進ずることが明らかとなった。

　小腸の増殖、分化およびSI発現に転写因子Cdx1およびCdx2が関与すること

が報告されている［32，33，34］。RT－PCR法においてCdx1およびCdx2のmRNA

の発現量を検討した結果、各糖尿病ラットで有意に発現の増加が認められた（Fig．

3－5）。小腸にはCdx1およびCdx2以外にも転写因子は存在するが、糖尿病におけ

るCdx1およびCdx2の発現元進が、小腸の過形成およびSI発現の誘導を引き起

こす可能性が考えられる。

　以上より、インスリン欠乏糖尿病および2型糖尿病において小腸が過形成を示

し、その結果SIの発現表面積が非糖尿病対照に比して増加することによって、

SIの総活性が高くなることが示された。本章の結果から、糖尿病における食後の

過血糖は生体内糖代謝異常に加え、小腸からの炭水化物を始めとした消化の元進

もひとつの要因である可能性が示唆された。
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第4章　Na＋一グルコース共輸送担体阻害剤T－1095によるストレプト

ゾトシン誘導糖尿病ラットの高血糖抑制効果

第4－1節　序論

　Na＋一グルコース共輸送担体2（SGLT2）は腎で重要な糖輸送担体であり、主に尿

細管Sl部に存在し、糸球体で濾過された大半のグルコースを再吸収する［44］。

またSGLT1は主に尿細管S3部に存在し、　S　1部で再吸収されなかったグルコー

スを吸収する役割を担う［45】。フロリジンはSGLTの阻害剤であり、糖尿病モデ

ル動物においてグルコースの再吸収を抑制し、結果的に尿糖を増加させ、血糖降

下が可能であることが報告されている［46］。しかし、経口投与のフロリジンは小

腸からほとんど吸収されず、またほとんどがフロレチンに分解され、促通拡散型

糖輸送担体（GLUT）を阻害することが報告されている［47，48，49，50］。このことか

らフロリジンは腎の糖再吸収阻害として経口投与法は有効ではないと考えられ

る。新しく開発されたT－lo95（Fig．4－1）（田辺製薬）はフロリジンの誘導体でありプ

ロドラッグであるため、経口投与可能で小腸から吸収後生体内で活性体に変化す

る薬剤である［51，52］。この生体内で活性化されたT－1095は腎のSGLTの特異的

阻害剤であり、尿細管のグルコースの再吸収を阻害し、過剰な糖の尿中への排出

が可能となる。
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　糖尿病性腎症は糖尿病性合併症のひとつである。糖尿病性腎症になると、形態

学的には腎肥大、糸球体肥大、メサンギウム領域の拡大および糸球体基底膜の肥

厚が認められる。また機能的には糸球体過剰濾過が認められ、アルブミン尿が生

じる。腎症で認められる異常を引き起こすひとつの原因が高血糖であり、正常な

腎機能を保持するために血糖コントロールが必須である。

　そこで本章では、糖尿病モデルとしてストレプトゾトシン誘導糖尿病（STZ）ラ

ットを用い、糖の再吸収を抑制するという新しい考え方による薬剤T－1095を経

口投与させることによって薬剤の血糖および腎の機能的および形態学的変化に

およぼす効果について検討した。さらに、このT－1095はSGLT阻害薬であるこ

とから、SGLTの存在する腎や小腸への影響を明らかにするため、腎および小腸

のSGLTの発現レベルを検討した。また、促通拡散型糖輸送担体のうちGLUT2

は糖尿病ラットにおいて腎および小腸で非糖尿病ラットに比して有意に高発現

すること［23，53，54］から、腎および小腸でのGLUT2の発現に対する検討も加え

た。
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Fig. 4-1 Structure ofT-1095.

(T-1095 is synthesized in Discovery Research Laboratory of Tanal)e Seiyaku, Japan.)
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第4－2節　材料および方法

1糖尿病モデル動物作製と動物飼育

　6週齢のWistar雄ラット（Japan　SLC，　Japan）に体重1kgあたり50　mgのSTZを含

む50mMクエン酸ナトリウム（pH　4．5）溶解液100μ1を尾静脈より注射し、　STZ

誘発糖尿病ラットを作製した。STZ投与後1週間通常食CE－2（Crea　Japan，　Japan）

で飼育後、CE－2を続けて与えた群（STZラット群、　n＝8）、0．1％w／w　T－1095添加

CE－2に切り換えた群（T－1095ラット群、　nニ8）にわけた。非糖尿病ラット群（対照ラ

ット群、nニ10）には50　mMクエン酸ナトリウム（pH　4．5）100μ1を尾静脈注射し

たものにCE－2を与えた。　SPF施設で12時間の昼夜サイクル（昼は7：00～19：00、

夜は19：00～7：00）、温度23℃、湿度55％で飼育した。飼料および水は自由摂取

させた。

2血糖値、ヘモグロビンAI。レベル、尿糖および尿アルブミン排泄量の測定

　各飼料投与前および4、8週間後血糖値を酵素法（Blood　Glucose　Test，

Boehringer－Mannheim，　Germany）で測定した。さらに4および8週間後にはヘモグ

ロビンAl。（HbA1、）レベルをアフィニティークロマトグラフィー法（Glyc－Affin．

Ghb，　Sekagaku　Kogyo，　Japan）で測定した。また8週間後にラットを代謝ケージで

24時間飼育し、尿を採取、尿糖排泄量（Glucose　Analyzer，〆ΨEC，　USA）、尿アルブ

ミン排泄量（Panatest　rat　albumin，　Panafam11aboratories，　Japan）を測定した。
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3　腎および小腸サンプルの調製と組織切片の作製

　各飼料で8週間飼育したラットをジエチルエーテルで麻酔後、腎臓を摘出し腎

重量を測定した。左腎は液体窒素で凍結後以下に示す実験の使用まで一80℃で

保存した。右腎はCamoy液で固定後パラフィンで包埋、厚さ3μmの切片を作製

しhematoxylin－eosin（HE）あるいはperiodic　acid　Schiff（PAS）染色した。　HE染色標本

を用いて、空胞化する尿細管の出現頻度をスコア化した。PAS染色標本からそれ

ぞれの切片上において30個の糸球体を任意に選択した。Mac　SCOPE（Mitani

Corporation，　Japan）を用いて糸球体面積を測定し、各々の糸球体面積の平均値を

算出した。

　空腸は摘出し2分した。上部は氷冷したリン酸緩衝液（PBS）で軽くすすぎ液体

窒素で凍結後以下に示す実験の使用まで一80℃で保存した。下部は10％ホルマ

リンで固定しパラフィンで包埋、厚さ3μmの切片を作製しHE染色した。各切

，片について絨毛長を10箇所測定した。

4　イムノブロット

　各ラットの腎および腸をmannitol／Hepes・Tris緩衝液（100　mM　mannitol，10　mM

Hepes・Tris（pH　7．0））でホモジナイズした。そのホモジネートを3000　x　g、10分間

遠心した。粗膜分画を得るため、上清を100000xg、1時間遠心した。心膜分画

のタンパク量はLowry法［36］で測定した。粗膜分画タンパク10μgをSDS－PAGE
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［19］後、polyvinylidene　di伽oride（PVDF）膜（Millipore，　USA）に転写した。そのPVDF

膜を抗SGLT　IあるいはGLUT2抗体（Santa　Cruz　Biotechnology，　USA）で処理し、ア

ルカリホスファターゼの結合した二次抗体（Cosmo　Bio，　Japan）で処理した。4－nitro

te住azolium　chloride／5－bromo－4－chloro－3－indolyl－phosphate　4－toluidine　saltを用いて検

出した。バンドの濃淡はデンシトメーターにて定量化した。

5　ノーザンプロット

　各ラットの腎および腸からトータルRNAをguanidinium　thiocyanate　cesium

chloride法［38，39］により抽出した。各20μgのトータルRNAをglyoxal－dimethyl

sulfoxideで変性し、1％アガロースゲルで電気泳動後、20　x　SSC（3　M　NaCl，3001hM

孟π一sodium　ci粧ate）下でナイロン膜（Hybond　N，　Amarsham－Pharmacia　Biotech，　S　weden）

に転写した。32PでラベルしたSGLTI（625　bp；1810－2434［44］）、　SGLT2（570　bp；

1612－2181［55］）およびGLuT2（1485　bp；1－1485［56］）cDNAを合成し（Nick

Translation　Kit，　Amarsham－Ph㎜acia　Biotech，　Sweden）、これらをプローブに用いた。

106count　1分の量のプローブを含むハイブリダイゼーション緩衝液（50％

formamide、5xSSC、10％dextran　sulfate　sodium　s　alt、0．25％SDS、20　mM　sodium

phosphate（pH　7．0）、2xDenhardt’s　reagent［40］、100μg／ml　salmon　spem1　DNA）で42℃、

一晩、膜をハイブリダイズした。コントロールのハイブリダイズとしてB－Actin

のcDNA（287　bp；862－1148［41】）を用いた。膜を0．1xSSC、0．1％SDS室温でその
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後500Cで余分なプローブを洗い流した。膜をX線フィルムで検出し、バンドの

濃淡はデンシトメーターにて定量化した。

6統計処理

　統計的評価はStudent’∫テストを用いた。データはmean±SEMを用い、　P＜0．05

をもって統計的有意差とした。
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第4－3節　結果

1体重、血糖およびHbAl、レベル（Table　4－1）

　血糖値はT－1095投与前ではテット問で差を認めなかった。しかし投与後4お

よび8週におけるT－1095ラット群の血糖値はSTZラット群に比して有意に低値

を示した。T－1095ラット群の体重はSTZラット群に比して有意に高値を示した。

またHbAl、レベルはT－1095ラット群ではSTZラット群に比して有意に三値を示

した。

2　腎重量、尿アルブミンおよび尿糖排泄量、腎の組織学的変化（Table　4－2，　Fig．

4－2）

　投与後8週でT－1095ラット群の腎重量は、STZラット群に比して有意に低値

を示した。また体重当りの腎の重量％もT－1095ラット群でSTZラット群に比し

有意に低値を示した。尿中アルブミン排泄量は対照ラット群に比してSTZラッ

ト群で有意に高値を示したが、T－1095ラット群ではSTZラット群に比して有意

に低いレベルであった。尿糖排泄量はT－1095ラット群でSTZラット群に比して

有意に高値を示した。

　腎組織をHE染色したところ、尿細管の空胞化の頻度がT－1095ラットにおい

てSTZラットに比して低かった。しかしながら腎組織をPAS染色し糸球体面積

を測定したところ対照、STZおよびT－1095ラットで変化は認められなかった（data
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not　sho蜘n）。

3腎における糖輸送担体の発現（Fig．4－3）

　8週間T－1095投与によって、SGLT2のmRNA発現は対照、　STZおよびT－1095

ラットの3群民に差は認められなかった。SGLT1のmRNAはSTZラットでは対

照ラットに比して、さらにT－1095ラットではSTZラットに比して有意に高発現

した。一方GLUT2のmRNAはT－1095ラットではSTZラットに比して有意に発

現が低下した。

　SGLT1のタンパク発現は、　T－1095ラットでは対照およびSTZラットに比して

有意に高発現した。GLUT2のタンパク発現は、　STZラットでは対照ラットに比

し高く、T－1095ラットではSTZラットに比べ低下した。

4T－1095の小腸糖輸送担体の発現と組織化学的変化への影響（Fig．4－4，4－5）

　SGLT　1、　GLUT2のmRNAおよびタンパク発現量は、　STZラットでは対照ラッ

トに比して有意に高発現した。8週間のT－1095投与によって、SGLT1、　GLUT2

のmRNAおよびタンパク発現はSTZラットに比して有意ではないが低い傾向と

なり、対照ラットと有意な差を認めなかった。

　小腸組織のHE染色像において、小腸絨毛がSTZおよびT－1095ラットで対照

ラットに比し有意に伸長化したが、STZラット、T－1095ラット間に組織学的な違

いは認められなかった（小腸絨毛長：対照vs　STZ　vs　T－1095；283±7vs　319±8vs

　　　　　　　　　　　　　　　　　　45
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Table 4-1. Body weight,

STZ and T-1095 rats

plasma glucose, and HbAi, levels in normal Wistar control,

Week Normal STZ T-1095

Body weight (g)

Plasma glucose (mM)

HbAic (%)

-1

o

4

8

o

4

8

4

8

1905 ± 2. 1

240.5 ± 3.8

285.6 ± 5.9

321.2 ± 7.1

  4.8 ± O.1

  5.7 ±O.1

  5.0 ± O.1

  5.3 ± O.1

  5.1 ±O.1

192.4 ± 3.1

200.3 ± 2.6 g

175.0 ± 4.2 g

155.5 ± 5.4 g

 18.4 ± O.4 g

 28.9 ± 1.0 g

 26.4 ± 1.2 g

 14.o ± o.s g

 17.o ± o.s g

1895 ± 5.2

197.8 ± 2.3 g

201.5 ± 3.8 gt

189.2 ± 11.2 gt

 18.9 ± O.4 g

 14.1 ± O.2 g#

 15.8 ± 1.3 g$

  8.8 ± O.4 g#

  9.2 ± O.8 g#

-1 week shows the week of administration of STZ, and O week shows a week after the

administration of STZ and before the beginning of administration of T-1095. Data are

expressed as means ± SEM Normal Wistar rats n=10, STZ and T-1095 rats n=8

respectively at -1 and O week, and normal Wistar rats n=5, STZ and T-1095 rats n=4 at 4

and 8 week. gP<O.OOI vs normal Wistar rats, tP<O.05, #P<O.OOI, $P<O.Ol vs STZ rats,

respectively.
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Table 4-2. Kidney weight, kidney weight as a percentage of body weight (KWIBW),

urinary glucose and albumin excretion in normal Wistar control, STZ, and T-1095 rats

after 8 weeks.

Normal STZ T-- 1095

Kdney weight (g)

KW/BW(%)

Urinary glucose excretion (mg/24hr)

Urinary albumin excretion (pg124hr)

2.04 ± O.02

O.63 ± O.Ol

  4±1

450 ± 130

2.45 ± O.18 *

1.57 ± O.09 g

7546 ± 270 g

1649 ± 200 g

2.18 ± O.06

1.27 ± O.02 Y

8687 ± 336 Y

781 ± 156 M

Data are expressed as means ± SEM Normal Wistar rats n=5, STZ and T-1095 rats n=4.

*P<O.05, gP<O.OOI vs normal Wistar rats, tP<O.05 vs STZ rats.
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Fig. 4-2 Hematoxylm and eosin (HE)-stained histological sections from kidney.

Photomicrographs of kidney from norinal Wistar control (A), Srz (B), and T-1095 (C)

rats 8 weeks after administration ofeach diet.
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actin cMslA served as control hybridization. Relative intensity ofeach glucose transpomer
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expression of normal Wistar rats was normalized as 1. (B) Immunoblot analysis of

SGLTI and GLUT2 in each group of rats. Relative intensity of each glucose transporter

protein expression was calculated and the expression in norrnal Wistar rats was normalized

as 1. Each bar represents the mean ± SEM N; normal Wistar rats, S; Srz rats, T; T-1095
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normal Wistar control, STZ, and T-1095 rats 8 weeks after administration. (A) Nomhern

blot analysis of SGLTI and GLUT2. Relative intensity ofeach glucose transporter mRNA

is calculated as the expression of normal Wistar rats to 1. A beta-actin cDNA served as

control hybridization. (B) Immuno blot analysis of SGLTI and GLUT2. Relative intensity

of each glucose transporter protein was calculated and the expression of normal Wistar rats

was normalized as 1. Each bar represents the mean ± SEM. N; normal Wistar rats, S; Srz
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第4－4節　考察

　新規に開発されたT－1095は生体内で活性体に変化し、腎のSGLTを特異的に

阻害するという新しい考え方の薬剤である［8，9】。本章ではインスリン欠乏糖尿

病モデルであるSTZラットに8週間T－1095を経口投与した。尿糖はT－1095投与

群で有意に高値を示したことから、SGLTの阻害によって腎における糖の再吸収

を抑制することが示唆された。それに伴って血糖およびHbAl。は低下した。フロ

リジンは皮下注射でも血糖の改善が認められている［46，57］が、経口投与すると

ほとんど吸収されず、また小腸で分解されることによって促通拡散型糖輸送担体

を阻害するので、経口剤としては適当ではない。T－1095はフロリジンの皮下注射

と同様の効果を示す経口投与可能な薬剤であることが示唆された。

　STZラットでは腎が肥大し、尿細管の空胞化といった病理組織学的変化が認め

られるが、T－1095投与により組織変化が改善された。　STZラットおよびWBN／

Kobラットでグリコーゲン穎粒が尿細管に蓄積すること［58，59，60］、またこのグ

リコーゲン蓄積は血糖レベルに依存すること［61］が報告されている。尿細管では

糸球体より濾過されたグルコースを細胞内に取り込み、過剰なグルコースがグリ

コーゲンとなって蓄積する。尿細管でみられる空胞化は組織中のグリコーゲン蓄

積を反映している。このことからT－1095を用いて血糖を改善することによって

尿細管でのグリコーゲン蓄積が抑制されているものと考えられる。
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　本章の結果では、8週間STZ糖尿病ラットにおいて糸球体に有意な組織学的変

化は認められなかったが、アルブミン尿は生じた。一方T－1095投与によって尿

アルブミン排泄が減少した。この結果から、T－1095による高血糖の是正が過剰濾

過を抑制し、糖尿病による糸球体機能変化を抑制する可能性が示唆された。

　SGLT2は近位尿細管のS1部に存在しほとんどのグルコースを再吸収する重要

な腎の糖輸送担体である［441。SGLT　1は近位尿細管のS3部に存在しSl部で未吸

収のグルコースを再吸収する糖輸送担体として知られる［45］。本章において

SGLT2は対照、　STZおよびT－1095の各ラット問で同レベルのmRNA発現であっ

たが、SGLT　1のmRNAおよびタンパク発現はT－1095ラットでは対照およびSTZ

ラットに比して有意に高発現であった。SGLT2はS1部においてほとんどのグル

コースを再吸収する糖輸送担体であり、輸送Km値も高く［44しまた常に高い濃度

のグルコースにさらされているため、対照、STZおよびT－1095ラット間でSGLT2

発現に差が認められなかったと考えられる。STZラットでは糸球体濾過されるグ

ルコースが高濃度であるため、Sl部のSGLT2での再吸収レベルをはるかに超え

る。その高い濃度のグルコースがS3部へ流れ込んだ結果として、　STZラットに

おいてS3部でのグルコース再吸収を促進するためにSGLT1の発現が誘導され

たものと考えられる。またT－1095ラットでは尿糖排泄量がSTZラットに比して

高レベルであったことから、T－1095ラットではSTZラットに比してS3部のグル

コース濃度がさらに高くなった結果、SGLTIがSTZラットに比して高発現した
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ことが推察される。SGLT1およびSGLT2の発現レベルに関する考察を裏付ける

報告はないが、本章の結果から特に腎におけるSGLT1、　SGLT2の発現に血糖お

よび尿糖レベルが関与する可能性は高いことが示唆された。

　SGLTIは小腸上皮にも存在することが知られており、　STZラットで小腸の糖

輸送担体の発現レベルが元進ずることが報告されている［23，62］。本章において、

小腸におけるSGLT　1のmRNAおよびタンパクは、　STZラットでは対照ラットに

比して有意に高発現したが、T－1095投与では対照ラットと同程度の発現となった。

このことからT－1095の投与によって高血糖が改善した結果、小腸でのSGLT　1の

発現が正常化したと考えられる。

　GLUT2は腎尿細管および小腸の側底膜に発現することが知られている［7，131。

GLUT2の発現は初代培養肝細胞においてグルコース濃度に依存することが報告

されている［63］。本章において、腎および小腸でのGLUT2のmRNA、タンパク

はSTZラットでは対照ラットに比し有意に高発現したが、　T－1095投与によって

発現が対照ラットと同レベルにまで低下した。このことからT－1095による高血

糖の改善によって、腎および小腸のGLUT2の発現が抑制されることが示唆され

た。

　本章では、T－1095をインスリン欠乏糖尿病ラットであるSTZラットに経口投

与することによって、血糖、HbAlc、尿アルブミン、腎重量および尿細管の空胞

化を改善することができた。このようなことから、T－1095はインスリン欠乏糖尿
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病にインスリン治療法を用いず血糖を降下させることのできる新しい薬剤であ

り、その血糖降下によって腎合併症の進行を抑制できる可能性が示唆された。
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第5章　まとめ

　過食は食後血糖の上昇を引き起こし、この血糖を正常化するために過剰のイン

スリンが必要となってくる。食物血梧インスリンの関係の破綻が糖尿病の急増

につながっている。糖尿病の小腸における消化吸収機能を検討することは、この

3者の関係を議論する上で大変重要である。3大栄養素のひとつである炭水化物

は生体エネルギーに不可欠である。炭水化物が吸収されるには単糖にまで分解さ

れることが必須であり［1］、小腸での膜消化がその役割を果たしている［2］。小腸

において炭水化物の最終消化を演じるのは二糖類水解酵素（α一グルコシダーゼ）

群である。スクラーゼ・イソマルターゼ複合体（SI）はこの二糖類水解酵素群のひ

とつである。本論文第2章、第3章では糖尿病における消化吸収異常を解明する

ために、糖尿病におけるSIに注目した。

　第2章では、2型糖尿病モデルのOLETFラットでSI活性について検討を行っ

た。40週齢より若い週齢のOLETFラットにおいて対照のLETOラットに比して

高血糖を示すにも関わらず、SIの一定タンパク量あたりの活性に差を認めなかっ

た。一方48週齢OLETFではSIの活性二進が認められた。48週齢OLETFラット

ではインスリンの基礎分泌が正常レベルであるにも関わらず、糖負荷試験におい

て上昇した血糖を低下できないことから、このラットはインスリンの欠乏状態で

ある可能性が考えられる。本論文の結果から、SIの活性はインスリンの高度な欠
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乏によって充進される可能性が示唆された。

　第3章では、3種類の糖尿病モデルラット、すなわちインスリン欠乏モデルの

STZ誘導糖尿病ラット、2型糖尿病モデルのうち高インスリン血症であるOLETF

ラットおよびインスリン分泌能の低いGKラットに関して、小腸における形態と

SIの発現の検討を行った。各糖尿病モデルラットにおいて小腸絨毛の伸長化が認

められた。また免疫組織化学的解析によって、STZ誘導糖尿病ラットではSI発

現面積は対照に比して広範囲となり、またSI発現強度が対照に比して有意に高

レベルであった。OLETFおよびGKラットでも発現面積が対照に比して広範囲

となった。この結果から糖尿病では小腸が過形成を示し、それに伴いSIの発現

表面積の上昇し、糖消化吸収の充進が引き起こされる可能性が示唆された。

　糖尿病性腎症は糖尿病性合併症のひとつであり、腎症では腎肥大、糸球体過剰

濾過がみられ、また尿アルブミンが増加する。この糖尿病性腎症で認められる異

常を起こす原因のひとつが高血糖であり、正常な腎機能を保持するためには血糖

コントロールが必須である。本論文第4章ではインスリン欠乏糖尿病モデルの

STZ誘導糖尿病ラットに、糖の再吸収阻害剤であるT－1095を投与して余剰の糖

を尿中に排出させ血糖への効果を検討した。T－1095投与4週間でSTZラットの

血糖が改善した。またSTZ誘導糖尿病ラットでは腎肥大、尿細管の空胞化のよ

うな病理組織学的変化が認められたが、8週間T－1095投与によって組織変化が改
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善された。さらにT－1095投与によって尿アルブミン排泄量が、非投与に比べ減

少した。この結果から新しい薬剤T－1095によってSTZラットの高血糖はインス

リンを使用しなくても明らかに改善され、それに伴って腎の機能異常および組織

変化が抑制される可能性が示唆された。

　糖尿病モデルラットを用いた本研究において、小腸ではインスリン欠乏によっ

て糖消化酵素の活性が元進ずることを明らかにした。またインスリン欠乏糖尿病

および2型糖尿病どちらにおいても、小腸絨毛が伸長化し糖の消化酵素の発現領

域が拡大することを明らかにした。糖尿病における生体内での糖代謝が破綻する

ことによって、糖の消化吸収の異常が引き起こされることが示唆された。また糖

の消化吸収は生体における糖の流れの根幹をなしていることから、糖尿病によっ

て引き起こされた消化吸収の異常がさらなる糖代謝異常を引き起こす可能性も

示唆された。一方腎では新規血糖降下薬によって糖尿病で認められる腎障害が改

善することを明らかにし、血糖コントロールが糖尿病性腎症の進行を抑制するこ

とが示唆された。本論文において糖尿病モデルラットで得られた糖の消化吸収お

よび排泄に関する研究結果が、ヒトの糖尿病における病態の解明、新しい治療法

の開発に貢献できるものと考える。
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